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アケビ発酵液分析の結果、Fructobacillus pseudoficulneus（果実、花などからの分離例がある乳酸桿菌で
2008年に Endoらにより同定）、Leuconostoc pseudomesenteroides（グルコースからガスを生成する乳酸球菌
で植物、牛乳、乳製品から分離）、Candida zemplinina（ワインおよびワインの発酵過程からの分離例がある）
が検出された。アケビ発酵液は二酸化炭素発生力が強いことがこれまでの経験から判明していたが、本細菌叢
はこのことを裏付ける結果であった。                                                
                                                                                              
                                                                                                   
                                                                                                                                                                                            
序論 
アケビは自然界でも特に強力な酵母を有する。葉
ら１-2）はアケビ果実は中身が露出しているにもかか
わらず、実が腐ることがないのは酵母膜による保護
がなされているから、と報告している。また、図１
に示すように、アケビ発酵液を稲作初期に用いると、
用いないものに比して根の張り方が良好になる、と
いう知見も得ている。ただし、本酵母がどのような
ものなのか、どのような生成物を生じているのかは
未だ解明されていない。本研究ではアケビ発酵液に
含まれる酵母をはじめとする微生物を同定し、生成
物の種類を特定すると共に、稲作以外の用途、たと
えば食用への転化などの可能性を検討した。 
 
写真-１．イネにおけるアケビ発酵液の発根促進効果 
左がアケビ発酵液を使用した苗代(2014年 5月撮影) 
方法 
1.試料 
試料には 2013 年に津山市北部で採取したアケビ
を２０％ショ糖液を用いて追発酵させたものを用い
た。発酵に於いては発行状況を観察し、適宜ショ糖
を加えた。発酵は常温下において蓋をした容器内で
行い、二酸化炭素生成による容器の変形を防ぐため、
容器内部の空気の逃げ口を確保した。容器内は半密
閉状態に有り、発生する二酸化炭素の影響下におい
てはゆるやかな嫌気的条件にあったものと考えられ
る。 
 
2.アケビ発酵液のミクロフローラ（細菌叢）の分析 
アケビ発酵液のミクロフローラの分析は日本食品
分析センター（大阪）に依頼した。依頼内容は検体
１ｇ当たりの生菌数、検体中の主な介在微生物を測
定後、検出された乳酸菌・酵母に関してはＤＮＡ鑑
定を行い，種の同定を行った。 
 
2-1.介在微生物の検索 
各種培地を用いて検体の生菌数を測定した後、培
養平板上に優勢に生育した集落を釣菌して分離菌と
し、各分離菌について携帯観察を行った。生菌数測
定における培養条件は以下の通りである。 
好気性細菌：アンホテリシン B加 SCD寒天培地に於
いて３０℃，４日間，好気 
高温性細菌：アンホテリシン B加 SCD寒天培地に於
いて５５℃，４日間，好気 
耐熱性芽胞：アンホテリシン B加 SCD寒天培地に於
いて３０℃，４日間，好気 
腸内細菌：DHL 寒天培地に於いて３５℃，１日間，
好気 
グラム陰性菌：アンホテリシン B加 CVT寒天培地に
於いて３０℃，４日間，好気 
グラム陽性菌：アンホテリシン B加コロンビア CAN
寒天培地に於いて３０℃，４日間，好気 
乳酸菌：アンホテリシン B加 MRS寒天培地に於いて
３０℃，４日間，嫌気 
嫌気性細菌：アンホテリシン B加ゲンタマイシン加
GAM寒天培地に於いて３５℃，４日間，嫌気 
中温性放線菌：アンホテリシン B加アルブミン寒天
培地に於いて３０℃，１４日間，好気 
高温性放線菌：アンホテリシン B加アルブミン寒天
培地に於いて５５℃，１４日間，好気 
カビ・酵母：クロラムフェニコール加 PD(10%)寒天
培地に於いて２５℃，７日間，好気 
 
2-2.乳酸球菌・乳酸桿菌・酵母の塩基配列分析 
 検体から得られた乳酸桿菌および乳酸球菌につい
て生理的性状試験を行った。また同菌については
DNAを抽出し、PCR法により 16SrRNA領域の DNAを増
幅した。公募については DNAを抽出し、PCR法によ
り Large subunit rRNAの D2領域 DNAを増幅した。
増幅した各 DNA について、ABIPRISM 310 Genetic 
Analyzer(Life Technologies Corporation)を用いて
塩基配列を解析した。得られた配列を国際塩基配列
データベース(DDBJ/EMBL/GenBAnk)に登録されてい
る配列、および MicroSeq ID Analysis Software(Life 
Technology Corporation)のデータベースと相同性
検索を行い、近縁種との系統樹を近隣結合法（NJ法）
により作成した。 
 
結果および考察 
アケビ発酵液のミクロフローラ分析結果 
 アケビ発酵液のミクロフローラの分析結果を表-
１に示す。検体１ｇあたりの生菌数が多かったのは
好気性細菌、グラム陽性菌、乳酸菌、酵母であり、
乳酸菌はこの中で最も生菌数が多かった。次に検体
中の主な介在微生物数を表-２に示す。１ｇ当たりの
概数は乳酸桿菌と乳酸球菌が共に 2×108 で最も多
く、4×104の酵母がこれに続いた。 
 
分離された乳酸球菌・乳酸桿菌・酵母の最近縁種 
分離された乳酸球菌・乳酸桿菌・酵母の最近縁種
および決定された塩基数を表-３に、乳酸球菌および
乳酸桿菌の性状試験結果を表-４に、相同性検索の結
果を表-5～7に示した。また近隣結合法（NJ法）に
より作成した系統樹を図-1～3 に、顕微鏡下の分離
乳酸桿菌、乳酸球菌、酵母の形態を写真-2-4に示し
た 。
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
写真-2 分離乳酸桿菌の形態の一例 
 
 
写真-3 分離乳酸球菌の形態の一例 
 
写真-4 分離酵母の形態の一例 
YM液体培地,25℃,1日間培養 
 
Fructobacillusとは果物、花などからの分離例が
ある乳酸桿菌で、2008 年に Endo らによって
Leuconostoc か ら 移 行 し た 属 で あ る 。
F.pseudoficulneus も 2008 年に Endo らによって
Leuconostoc から移行した属であり、果物からの分
離例がある。 
 Leuconosto はグルコースからガスを生成する乳
酸球菌で、植物、牛乳、乳製品から分離される。ま
た、Leuconostoの中には粘性物質を生成し、畜肉加
工品や魚肉加工品においてネトを発生させる菌種や、
豆腐の黄変の原因となる菌種も知られている。アケ
ビ発酵液自体にも同様のネトは頻出するため、同菌
が作用している可能性は高い。 
一方 L．pseudomesenteroidesは食品、臨床材料か
らの分離例がある。 
 Candida は子囊菌酵母で有性生殖は見られない種
である。栄養細胞は主として球形、楕円形、円筒形、
伸長形となり、多極出芽で増殖し、射出胞子を形成
しない。自然界に広く分布し、土壌、大気、水など
の一般環境や植物、食品の他ヒトを含む動物からも
分離例が知られている。一方、C.zemplininaはワイ
ンの発酵過程からの分離例がある。 
アケビ発酵液分析の結果、 Fructobacillus 
pseudoficulneus（果実、花などからの分離例がある
乳酸桿菌で 2008 年に Endo ら３）により同定）、
Leuconostoc pseudomesenteroides（グルコースから
ガスを生成する乳酸球菌で植物、牛乳、乳製品から
分離）、Candida zemplinina（ワインおよびワインの
発酵過程からの分離例がある）が検出された。アケ
ビ発酵液は二酸化炭素発生力が強いことがこれまで
の経験から判明していたが、本細菌叢はこのことを
裏付ける結果であった。 
 アケビ発酵液は固有の乳酸菌を中心とした細菌叢
を持つユニークな素材であることが今回の研究で明
らかとなった。農業資材として用いた場合に観察さ
れる強い抗菌力は固有の乳酸菌や酵母による可能性
も見いだせた。食用への応用としてはその旺盛な二
酸化炭素発生力を利用し、製パン資材としての応用
も可能性が高い。今後も継続して細菌叢を明らかに
し、アケビ発酵液を多分野に応用可能な新素材とし
て提案していきたい。 
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